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RESUMO

em feijoeiro. Foi estudada a competitividade destas estirpes pela ocupacao nodular, comparando-se as

estirpes deR. tropici recomendadas no inoculante comercial (BR322 e BR520) com estirpes de
Sinorhizobiumsp. Estirpes d&inorhizobiumsp. mostraram-se eficientes na fixacdo biolégica de nitrogénio,
apresentando acimulo de matéria seca e nitrogénio na parte aérea semelhantes a testemunha nitrogenada e
superiores a estirpe BR322. A estirpe BR923 foi mais competitiva do que as estirpes do inoculante comercial,

sendo que as demais estirpesSteorhizobiunforam tdo competitivas quanto a estirpe BR520.

O génerdSinorhizobiunfoi recentemente descrito como capaz de nodular e fixar nitrogénio eficientemente

Palavras-chaveFeijao, Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio, Rizobio, Competigdo de estirpes.

ABSTRACT

EVALUATION OF RHIZOBIAL STRAIN COMPETITIVENESS FOR NODULE OCCUPATION ON COMMON
BEANS (Phaseolus vulgarig..)

The capacity to nodulate and efficiently fix nitrogen in association with common bean was recently déscribed
Sinorhizobiunsp. strains. The competition for nodule occupancy among these strains and the commercial inocu-
lant, produced withRhizobium tropicktrains (BR322 e BR520), was investigatsihorhizobiunstrains were

more efficient in nitrogen fixation, accumulating values of shoot dry matter and nitrogen similar to plants receiving
mineral nitrogen and higher than plants inoculate with strain BR322. Strain BRS&®dfizobiunwas the most

competitive, and the other strains from this genera were as competitive as strain BR520.

Key words: common bean, competitiveness, nitrogen fixation, nodulation, rhizobia

INTRODUQAO principais dificuldades no estabelecimentoekt#pes
inoculadas em condi¢cfes de campo.

A introducéo de estirpes de rizobio pelo processo O feijoeiro é considerado um hospedeiro promiscuo,
de inoculacéo das sementes podera resultar na formacéu seja, uma grande diversidade de espécies séo capazes
de poucos ndédulos na leguminosa hospedeira devido @ formar associagdes de eficiéncia variavel com esta
competitividade com outras estirpes presentes no solplanta. A taxonomia do rizobio de feijoeiro apresentou
(Weaver & Frederick, 1974; Oliveira & Vidor, 1984; Vidor uma grande evolugéo nos ultimos anos, sendo que
et al,1988). Essas condi¢cdes podem estar relacionadaualmente pelo menos cinco espécies destintas séo
com a habilidade intrinseca da estirpe em competir pofeconhecidas como simbiontes desta plamRa
sitios de nodulos (Skrdleta & Karimova, 1969; Vidor  leguminosarunbv. phaseoli(Jordan, 1984)R. tropici
al., 1979; Oliveira, 1982; Pereira, 1983), com a(Martinez-Romeret al, 1991);R. etli(Segovieet al,
concentracdo de células do rizébio no inoculante e nd993);R. gallicumeR. giardinii (Amargeret al,, 1997).
rizosfera do hopedeiro (Weaver & Frederick, 1974; Peref\lém destas, um grande nimero de isolados
& Vidor,1980; Vidor & Oliveira, 1982) e com fatores classificados com&inorhizobiumsp. foi recuperado
ambientais que atuam de forma seletiva sobre as estirpge nodulos de feijoeiro em solos tropicais brasileiros
de rizobio (Vidoret al,1986). A promiscuidade do (Straliottoet al, 1997).
feijoeiro em relagdo a nodulagéo pelo rizébio é umadas Como resultado desses estudos de diversidade,
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percebeu-se a inadequacdo as condigdes tropicais do MATERIAL E METODOS
rizobio que vinha tradicionalmente sendo recomendado
como inoculante para o feijoeiro. A maioria daqueles O experimento foi conduzido em lampadério na
isolados pertencia ao anteriormente chamado grupo dembrapa Agrobiologia, sob condi¢Bes controladas de
estirpes do tipo I, que engloba as espéd®es temperatura e iluminagcdo. As estirpes de rizébio
leguminosarunbv. phaseolie R. etli. Estudos das suas utilizadas foram BR322, BR52{& R. tropicie BR531,
caracteristicas genéticas mostraram que estas espécBR532, BR868 e BR923 d8inorhizobiumsp.
estdo sujeitas a um elevado grau de instabilidadpertencentes a Cole¢cdo de Culturas da Embrapa
genética, ou seja, podem, com o tempo perder &dgrobiologia. As estirpes de rizébio foram crescidas
capacidade de fixar nitrogénio no feijoeiro. Por outroem meio YMA (Vincent, 1970) a 29°C, por trés dias, sob
lado, a espécie Ropici (Martinez-Romeretal, 1991), agitacdo. Inicialmente foi estabelecida a relacéo entre a
capaz de nodular feijoeiro, a leucena e diversos outradensidade otica (DO), medida a 560nm, em
leguminosas, mostrou uma maior estabilidade nas suaspectrofotdmetro, e o nimero de unidades formadoras
caracteristicas culturais e de nodulagcao apdsle colénia (ufc), para cada estirpe. Desta maneira foi
prolongados periodos de estocagem, além d@ossivel estabelecer a DO correspondenté af¢/onL,
demonstrarem boa adaptacé@o a solos acidos e maipermitindo o ajuste da concentracdo de células das
toler&ncia a temperaturas elevadas. A recuperacdo dsstirpes previamente ao procedimento de inoculagéo.
rizobio do solo utilizando a leucena como planta iscaAntes do plantio, as sementes de feijoeiro da cultivar
tem sido eficiente na recuperacao de isolados, com maidtarioca 80 foram esterilizadas por 30 segundos em alcool,
eficiéncia em feijoeiro, pertencentes a pelo menos doigrés minutos em peroxido de hidrogénio P.A, seguidos
grupos taxondmicos distintoR.tropici (Mercanteet por dez lavagens com agua destilada esterilizada. No
al., 1998) esinorhizobiunsp. (Straliotto, 1999) os quais momento do plantio adicionou-se 1 mL de inoculante
vem sendo testados em condi¢cdes de campo visando(eom cerca de 2@élulas/mL) a cada semente, cobrindo-
producéo de um inoculante mais eficiente para o feijoeirose entdo, com uma camada de aproximadamente 1 cm de
Uma das caracteristicas importantes na selegéo dareia esterilizada. As plantas cresceram em vasos de
estirpes de rizébio mais eficientes € a sualeonard modificados (Vincent, 1970) contendo areia e
competitividade, ou seja, a sua capacidade de formareermiculita (1:2 V:V), esterilizados em autoclave a 120°C,
maioria dos nédulos da planta, superando as estirpgsor uma hora. Foram semeadas quatro sementes por
de rizébio nativas, de baixa eficiéncia. Muitos estudosvaso, procedendo-se o desbaste, aos oito dias apds a
de competitividade visando comparar estirpefRde emergéncia (DAE), deixando-se duas plantas por vaso.
tropici com outras espécies de rizobio que nodulam cSemanalmente procedeu-se a adubacao dos vasos com
feijoeiro tem sido conduzidos, devido ao interessesolucéo nutritiva de Norris (Norris & T'Mannetje, 1964),
levantado em torno das caracteristicas de toleranciaiaenta de nitrogénio, exceto para o tratamento das
acidez e altas temperaturas desta espécie. Martinez #®stemunhas nitrogenadas. Este tratamento recebeu 10,
Rosenblueth (1990) inicialmente estabeleceram que esteb, e 20 mg de N/planta, na forma de NI@,,
espécie seria menos competitiva do que as demaigspectivamente na primeira, segunda e subsequentes
estirpes do tipo |, 0 que justificaria a pouca presenca deemanas ap0s o plantio, num total de 65 mg N/planta. O
isolados pertencentes a esta espécie nas colecdes dielineamento experimental usado foi em blocos ao acaso
culturas analisadas pelos autores. No entantocom quatro repeticdes, dezessete tratamentos,
experimentos posteriores conduzidos por Stralietto totalizando 68 vasos e a coleta foi feita 30 DAE. Os
al. (1991), Straliotto e Franco, (1993) mostraram quetratamentos de inoculacdo consistiram da inoculagéo
estirpes classificada®mo R. tropigiinclusive o isolado  de cada uma das estirpes utilizadas isoladamente e da
original da CIAT 899, sdo mais competitivas do que ascompeticdo de cada uma das estirpeSiderhizobium
do tipo I. Atualmente, o inoculante comercial produzidosp. com as estirpes comerciais. Os tratamentos foram
para o feijoeiro no Brasil contém duas estirpeRRde assim identificados: 1) BR868, 2) BR531, 3) BR532, 4)
tropici (BR322 e BR520), espécie considerada adaptad8R923, 5) BR520, 6) BR322, 7)BR520 X BR868, 8) BR520
aos solos tropicais, pelas caracteristicas acima citadaBR531, 9) BR520 X BR532, 10) BR520 X BR923, 11)
de tolerancia a altas temperaturas, acidez do solo BR322 X BR868, 12) BR322 X BR531, 13) BR322 X BR532,
competitividade. Os resultados obtidos em condiced4) BR322 X BR923, 15) BR322 X BR520. Como
de campo tem demonstrado que a estirpe CIAT 89%ratamentos adicionais foram incluidos: 16) testemunha
(BR322) apresenta uma baixa sobrevivéncia no solo ap@bsoluta (sem inoculacao e sem adicao de nitrogénio) e
cultivos sucessivos do feijoeiro (Vlassak et al., 1996), al7) testemunha nitrogenada (sem inoculacdo e com
que evidencia a necessidade de reinoculacdo a cadalicdo de nitrogénio mineral).
plantio. Os parametros avaliados foram: acimulo de matéria
Este trabalho teve por objetivo avaliar estirpesseca e nitrogénio na parte aérea, nimero e peso de
pertencentes as espécssorhizobiunsp eRhizobium  nddulos e a porcentagem de ocupacdo nodular. Para
tropici quanto a eficiéncia simbidtica e capacidadedeterminacao do acumulo de matéria seca e nitrogénio,
competitiva na cultivar Carioca 80. a parte aérea, cortada na altura do n6 cotiledonar, foi
seca em estufa a®5 até atingir um peso constante. O
nitrogénio na parte aérea foi avaliado conforme descrito
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em Silva (1999). A capacidade competitiva das diferente¢Tabela 1) mostram que a maioria das estirpes de
estirpes foi avaliada pela diferenca em sua resisténciginorhizobiunsp. foram eficientes na fixagéo biolégica
natural a antibiéticos. Inicialmente testou-se ade nitrogénio (FBN), acumulando valores
resisténcia natural aos antibidticos: streptomicina,estatisticamente semelhantes a testemunha nitrogenada.
rifampicina, espectinomicina, cloromphenicol, Por outro lado, a estirpe BR 531 8i@orhizobiunsp e
gentamicina e canamicina, selecionando niveis d@8R 322 deRhizobium tropiciapesar de induzirem a
resisténcia contrastantes que pudessem identificar formacéo de maior nimero de ndédulos, ndo foram
ocupacao nodular por cada uma das estirpesgficientes na producdo de matéria da parte aérea. O
competidoras (Valet al, 2001) No momento da coleta, acumulo de nitrogénio na parte aérea (Tabela 1) seguiu
as raizes foram lavadas e os nddulos foram destacadasnesma tendéncia.

e colocados em dessecador contendo silica-gel para Os resultados do quadro de percentagem de
desidratacgéo e preservacao até o momento do isolamenteupacao nodular (Tabela 2) mostram que a maioria das
do rizobio. Selecionou-se 20 nddulos de cada repeticad@stirpes deSinorhizobium(BR531, BR532 e BR868)

os quais foram reidratados em agua destilada esterilizadiloram menos competitivas do que a estirpe BR322, do
procedendo-se entdo a desinfestacdo superficiadhoculante comercial, porém todas foram mais
segundo Vincent (1970). O rizébio foi isolado em placascompetitiva que a estirpe BR520 também recomendada
com meio YMA contendo vermelho Congo como atualmente parainoculacéo de feijoeiro. A estirpe BR923
indicador, para facilitar a identificacdo de colénias (Sinorhizobium sp.) destacou-se sendo mais
contaminantes. O rizobio isolado de cada nddulo foicompetitiva entre todas as estirpes testadas.
transferido com palito de dente esterilizado para placas

de meio YMA contendo os antibiéticos na concentragéo

determinada para a identificag&o. A estirpe BR 520 foi

identificada na competicéo com a estirpe BR868, BR531Tabela 1- NUumero (NN) e peso de nédulos (PN),

BR532 e BR923 pela sua resisténcia aos antibidticos producdo de matéria seca (PMSPA) e
streptomicina e canamicina na concentragéo de 100 pg/ nitrogénio total da parte aérea (NTPA) de
mL, a cujas concentracfes as demais estirpes sédo feijoeiro cv Carioca 80, inoculado com estirpes
sensiveis. A estirpe BR322 foi identificada na competicao de rizobio, isoladamente ou em competicao
com estas mesmas estirpes pela sua resisténcia aos (inoculadas na proporgéo 1:1). Experimento
antibiéticosstreptomicina e cloromphenicol na coletado aos 30 DAE. Dados sdo médias de 4
concentracdo de 100 pg/mL, a cujas concentragfes as repeti¢cdes. Colunas seguidas pela mesma letra
demais estirpes sao sensiveis. As estirpes BR 322 e BR nao diferem estatisticamente pelo teste Scott-
520 foram distintas pela resisténcia natural da estirpe Knott a 5%.

BR 322 a cloromphenicol em concentracdo de 100 pg/
mL e pela resisténcia natural da estirpe BR 520 a
canamicina em concentracdo de 60 pg/mL.

NN PN PPAS NTPA
ESTIRPES
(mg.pt)  (mg.pl') (mg.pt)
BR868 117b 105.2a  723.5a  26.9a
RESULTADOS E DISCUSSAO BR531 117a 81.5b 515.5b  14.5b
'BR532 147b 119.2a  665.6a 21.9a
Nas Tabela 1 estdo apresentados os dados dgrgo3 95b  109.2a 69052  24.6a

nodulacdo, onde observa-se que, de modo geral, agg

. - 520 120b 103.7a 734.5a 26.8a
plantas inoculadas com todas as estirpes apresentaram

uma excelente nodulacdo, com uma média de 1622R322 195a  48.7b 343.5b  8.5¢

nédulos/planta e um peso de 89mg de nddulos/plantaBR520XBR868  137b  98.7a 584.2b  22.6a
Além disso, observa-se na mesma tabela, que houv@R520XBR531  152b 94a 496.2b  16.4b
maior nodulacdo nos tratamentos de competicdo com 8R520XBR532 112b 83.7a 642.6a 24.3a

estirpe BR 322, os quais nao diferiram estatisticamentegrso0xgr923 1196 96.2a 586.2b  22.9a
_do tratamento inoculado com a gstlrpe BR 322 BR322XBR868  204a  64b 433.6b  10.9b
isoladamente. Quanto ao peso de nodulos, observa-se

gue as estirpes BR 531 e BR 322, apesar de induzirem §R322XBR531  217a  66.5b 441.1b  11.8b

formac&o de um maior nimero de nddulos do que aBR322XBR532  246a  92.5a 568.1b  14.4b
maioria das demais estirpes, estes apresentaram mass®322XBR923  192a 66b 548.6b  14.9b
nodular estatisticamente inferior a dos demais BR322XBR520 208a 105.8a 529.1b 17.5b
tratamentos. Ndo houve nodulagdo nas plantas dos A 2393p  3.1c

tratamentos testemunha nitrogenada e testemunha
absoluta, indicando uma boa esterilizacéo do substrate-
e assepsia na conducdo do experimento.

Os dados de producado de matéria seca da parte aérea

626.5a 26.1a
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Tabela 2 Porcentagem de ocupacédo nodular das p.234-256.
estirpes competidoras. Experimento coletado
aos 30 DAE. Dados sao médias de 4MARTINEZ-ROMERO, E.; ROSENBLUETH, M.
repeticdes. Dados seguidos pela mesma letra Increased bearPpaseolus vulgarit.) nodulation
na linha ndo diferem estatisticamente pelo  competitiveness of genetically modifi&thizobium
teste Scott-Knott a 5%. strains.Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v.56, p.2384-2388,1990.

Tratamentos de % Ocupag&o Nodular MARTINEZ-ROMERO, E.; SEGOVIA, E.; MERCANTE,
competi¢éo EstirpeA  EstirpeB F.M.; FRANCO, A.A.; GRAHAM, P.H & PARDO,
M.A. Rhizobium tropigia novel species nodulating

BR 520 (A) x BR 868 (B) 37,504 62,50 Phasolus vulgari&. beans antleucaena sptrees.

BR 520 (A)xBR 531 (B)  40,00a 60.00a International Journal of Systematic Bacteriology,
BR520 (A)xBR532(B) 41,25a  58,75a V.41, p. 417-426.1991.

BR520 (A)xBR923(B) 38,75b  6125a
BR322(A)xBR 868 (B) 71,25a  28,75b MERCANTE, F. M.; CUNHA, C. O.; STARLIOTTO, R.;

BR 322 (A)xBR531(B) 67,50a 32,50 a RIBEIRO-JUNIOR, W. Q.; VANDERLEYDEN, J.;
BR 322 (A) x BR 532 (B) 58,75 a 41,25b FRANCO, A.A.Leucaena Ieucocephams a trap-
BR 322 (A)xBR 923 (B)  38,75b 61.25a host forRhizobium tropicstrains from the brazilian

“Cerrado” regionRevista de Microbiologiay. 29,

BR322(A)xBR520 (B) 68,75a  31,25a 0.49-58. 1008,

NORRIS, D.O.;T'MANNETJE, L. The symbiotic
specialization of Africafrifolium spp In relation to
their taxonomy and their agronomic usast African

CONCLUSAO Agricultural and Forestry JournaNairobi, v. 29, p.
214-235,1964.

As estirpes BR923, BR532, BR868 de i N
Sinorhizobiunsp. mostraram-se eficientes na fixagio OLIVEIRA, L. A & VIDOR, C. Colonizacéo,
biolégica de nitrogénio, apresentando valores de soprev!venqa e .Competl'FIVIdade de .eAstn’.pes de
actmulo de matéria seca e nitrogénio na parte aérea Rhizobium japonicumRevista bras. Ciéncia do
semelhantes a testemunha nitrogenada e superiores a S°3 Campinas, v.8, p.57-62, 1984.
estirpe BR322. Quanto a ocupag¢do nodular, a estirpe . . .
BR923 foi mais competitiva do que as estirpes doCLVEIRA, L. A. Eficiéncia, capacidade competitiva
inoculante comercial BR322 e BR520. Além disso, as  SoPrevivéncia de estirpes Baizobium japonicum
estirpes BR868, BR531 e BR532%i@orhizobiunsp. (Kirchner) Buchanan. Porto Alegre, UFRGS.
foram tdo competitivas quanto a estirpe BR520. Os Faculdade de Agronomia, 1982. 143p. (Dissertagao
dados obtidos neste experimento indicam um bom d& Mestrado).
potencial deste grupo genotipico de rizébio para . L
inoculagéo do feijoeiro, sendo que, juntamente coml’ EREIRA, J. C. Obtencdo e avaliacdo de mutantes
dados de experimentos de campo que estdo sendo €SPontaneos dehizobium phaseoliesistentes a
acumulados por este grupo de pesquisa, subsidiardo antibicticos e fungicida. Porto Alegre, UFRGS,
a recomendagéo da estirpe BR 923 para a producéo de Faculdade de Agronomia, 1983. 88p. (Dissertacao de
inoculante comercial no Brasil. Mestrado).

PERES, J.R. R. & VIDOR, C. Relacao entre concentracdo
de células no inoculante e competi¢cdo por sitios de
infeccdo nodular entre estirpes Bhizobium
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